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Kleur speel ~ baie belangrike rol in die kwaliteits-
bepaling van druiwe vir tafel-doeleindes. ~ Groot probleem 
by .Barlinka (Vitia vinif~~) druiwe is dat die kleurontwik-
keling dikwels onreijlmatig en wisselvallig is, al word die 
druif in alle ander opsigte behoorlik ryp. Aangesien kleur 
so~ belangrike rol by die aanneemlikheid van voedsel speel, 
is ~ goeie kleurontwikkeling ~ noodsaaklike vereiste vir ~ 
goeie kwaliteit produk. Douglas (1951) en Le Roux (1960) 
meld bv. dat die onver.moij van die Barlinka cultivar om onder 
sekere omstandighede ten volle swart te kleur 'n beperkende 
faktor in die verbouing daarvan is. As in aanmerking geneem 
word dat,, Barlinka gedurende die 1962-63 seisoen vyftig per-
sent van die Suid-Afrikaanse druiwe-uitvoer behels het 
(Anoniem, 1963), blyk die belangrike finansiijle implikasies ' 
duidelik wat hierdie swak kleurontwikkeling vir die Republiek 
se uitvoermarkte inhou. Die probleem van swak kleur kom ook 
by ander cultivars, soos bv. Red E.mperor en Flaming Tokay 
voor (Douglas, 1951). 
Ten einde die faktore wat ~ rol speel by die kleuront-
wikkeling in Barlinka druiwe wetenskaplik te bestudeer en te 
verstaan, is ~ kennis van die meganisme van kleurstofbiosin-
tese essensieel. Alvorens hierdiemeganisme egter ondersoek 
kan word, is ~ deeglike kennis nodig van die aard en soort 





Van die mooiste en mees uitstaande kleure in die natuur 
word teweeggebring deur antosianiene waarvan die kleure oor 
die hele gebied van rooi, pers na blou strek. Die naam 
antosian is vir die eerste keer deur Marquart (1835) voorge-
stel om slegs die blou pigment in die koringblou aan te dui. 
Hierdie term is later in n wyer begrip aanvaar om die hele 
groep soortgelyke pigmente in te sluit, omdat dit besef is 
dat die rooi en bloU kleure de~r n enkele pigmentsoort ver-
oorsaak word. Die chemiese samestel1ing van antosianiene 
het vir die eerste keer bekend geword na n ondersoek deur 
Willst!tter & Everest (191~) i.v.m. die b1ou k+eurstof in die 
koringblom. 
In die laaste helfte van die vorige eeu het die kleur-
stof in druiwe ook groot belangste1ling gewek, maar dit was 
nie voor 1915 dat Willst~tter & Zollinger (1915) daarin kon 
slaag om n kristallyne pigment uit die blou doppe van n Noord-
Ita1iaanse cultivar van V. vinifera te isoleer nie. Hierdie 
verbinding wat oor die pikraat as n kristallyne chloried ver-
kry is, is oenien genoem en is gevind om die monoglukosied 
van n dimetoksidelfinidien te wees (I). Verdere navorsing 





het bevestig dat die hoofkleurstof van ander pers-swart culti-
vars van Europese ~ruiwe (V. vinifera) uit oenien bestaan . 
Die woord oenien is afgelei van die Griekse woord 11 0enos" wat 
wyn beteken. Die pigment is later deur Levy, Pasternak & 
Robinson (1931) gesintetiseer, wat bewys het dat dit bestaan 
uit 3-~ -D-glukosieldelfinidien-3', 5'-dimetiel-eter (malvi-
dien-3-~ -D-monoglukosied) wat identies was met die natuurlike 
produk wat uit V. vinif~ (cultivar Fogarina) geisoleer is. 
Na n ondersoek van verskeie species van die genus yitis, 
het Anderson & Nabenhauer (1926) tot die gevolgtrekking gekom 
dat· die kleurstof in die donkerblou cultivars, soos bv. Concord 
(V. labrusca), hoofsaaklik uit die monoglukosiede van mono-
metieldelfinidien (petunidien) (II) bestaan, terwyl V. vinifera 
Petunidien (3'-metoksidelfinidien) 
II 
en basters van Amerikaanse druifsoorte met V. vinifera oenien 
as die hoofpigment sou besit. 
Na die daarstelling van papierchromatografie in hierdie 
veld deur Bate-Smith (1948), wat n baie noukeurige metode van 
analise meegebring het, kon Ribereau-Gayon & Ribereau-Gayon 
(1958) toon dat bogenoemde stalling 'n te groot vereenvoudiging 
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van die feite was. Hierdie werkers beskou die toestand van 
metilering van die antosianien as van aansienlike minder 
belang as die toestand van glikosidasie. Nadat hulle die 
pigmentasie van tagtig basters, dertig cultivars van V. vini-
f!E! en~ reeks van ~erikaanse ~ecies ondersoek het, het 
hulle tot die volgende slotsom geraak: 
1. In geen geval word diglikosiede in ~vinif~ gevind 
nie, maar sekere Amerikaanse species (V. berlandieri) bevat 
ook geen dig1ikosiede nie. 
2 •.. Die teenwoordigheid van diglikosiede is kenmerkend 
vir v. riparia en V. rupestris. 
3. Uit ~ genetiese oogpunt is die diglikosiediese aard 
dominant, d.w.s. kruisings van V. vinifera met v,. ripari! of 
V. ru~estris bevat die diglikosidiese aard. Volgens die 
genetiese wette sal die resessiewe monoglikosidiese aard van 
die vinifera egter weer te voorskyn tree as die baster self 
-==.;.. 
weer met V. vinifera gekruis word. 
Die toestand by wyne wat chromatografies ondersoek word, 
kan dus as volg opgesom word: 
1. Indien die chromatogram die teenwoordigheid van n 
dig1ikosied aantoon, is dit seker dat dit n basterwyn is. 
2. Indien die chromatogram die afwesigheid van dig1iko-
siede toon, dan is dit hoogs waarskynlik 'n vinifera wyn. 
Die oorsprong van Bar1inka druiwe is onseker. Die cul-





na Suid-Afrika gebring. Hy het die druifsoort in Noord-
Aftik.a te Novi, sowat vyftig myl van Algie:r·s,, gevind. Alhoe-
wel dit gou geblyk het dat Barlink~ n uitstekende tafeldruif 
is, kon Perold (1926) geen beskr.ywing daarvan in die litera-
tuur vind nie. Dit is interessant dat selfs vandag nog, 
Suid-Afrika die enigste land in die wereld is waar hierdie 
druif kommersie~l verbou word. 
Taksonomies skyn .di t as of Barlinka 'n cul ti var van V. vini-
fera kan wees, maar die moontlikheid dat dit n baster is, kan 
nie uitgesluit word nie. In die lig van bostaande is die 
volgende studie ten, opsigte van die kleurstof in die doppe van 
Barlinka gedoen. 
1. E~PERIMENTEEL 
1.1 Isolasie van die antosianienpigmente uit die druiwedoppe. 
1.1.1 AE£araat en materiaal gebruik. 
(a) ~ar~at 
Preparatiewe chromatografie is uitgevoer in geYnsuleerde 
vlekvrye staal chromatografie kabinette (Reco A 300 en A 125, 
Research Specialities Co., Berkeley, Kalifornie). Whatman 
3 MM (46 X 57 em.) chromatografie papiere is vir hierdie doel 
gebruik en Whatman no. l vir chromatografiese vergelyking met 
standaard merkers. Laasgenoemde proses is in Shandon glas-
kabinette uitgevoer. Deurgaans is van afwaartse chromatogra-





Die oplosmidde1sisteme wat gebruik is by die 
chromatografiese ondersoek en skeiding van die pigmente '\-rord 
in tabel 1 opgesom. 
TABEL l. 
Samestelling en afkortings van die oplosmiddelsisteme 
Verhouding 
Sames telling (volgens Afkorting 
volume) 
n-Butanol-asynsuur-water 4:1:2.2 BAW 
n-Butanol-2N soutsuur l:l BuHCl 
Bensien-asynsuur-water 125:72:3 Bens. 
n-Butanol-bensien-piridien- 5:1:3:3 Bu-BPW water 
Asynsuur-soutsuur-water 30:3:10 Forestal 
Mieresuur-soutsuur-water 5:2:3 HCOOH 
Asynsuur..;water 2:98 2% HOAC 
Asynsuur-water 15:85 15% HOAC 
Fenol-water 75:25 PhOH 
Al hierdie oplosmidde1s se komponente is mengbaar met 
mekaar, behalwe in geval van Bu-BPW waar die boonste (orga-
niese) laag gebruik is. 
c. Spreireagense. 
Bis-gediasoteerde bensidien (Koch & Krieg, 1938) 
Die reagens bestaan uit twee oplossings, A. en B wat net 
voor gebruik gemeng word, Oplossing A bestaan uit n suspen-




wat opgelos word in gedistilleerde water (980 ml.). Oplossing 
B bestaan uit n 10% (g/v) oplossing van natriumnitriet in 
water. Drie dele van A word by twee dele van B gevoeg en 
die mengsel gebruik net sodra dit helder word en n liggeel 
kleur aanneem. 
Anilienwaterstofoksalaat (Horrocks & Manning, 1949) 
Die reagens word berei deur anilien (0.9 ml.) met O.lN 
oksaalsuur (100 ml.) onmiddellik voor gebruik te meng en die 
chromatogramme word na dit gesprei is, vir agt minute by 100° 
verhit. 
1:1:2 Voorbereiding en opberging van die druiwedoppe 
Nadat die trosse van swartryp Barlinka druiwe deeglik 
onder kraanwater gewas is om stof en ander vuilheid te ver-
wyder, is die doppe met die hand van die korrels afgetrek. 
Die vleisgedeelte van die korrels bevat geen antosianien-
pigmente nie. Die doppe is vervolgens herhaaldelik met 
kraanwater en uiteindelik met gedistilleerde water gewas om 
alle vry suikers te verwyder. Daarna is die doppe drooggeklad 
tussen twee groot chromatografie papiere, inn polietileen-
sakkie geplaas en by -15° opgeberg. Chromatografiese analise 
het bewys dat die kleurstof in die doppe na verskeie maande 
nog identies met di~ van die vars materiaal was. 
1:1:3 Ekstraksie van die kleurstowwe 




(1,200 ml.) vir 5 minute inn Waring Blender opgemaal. Die 
ekstrak is afgefiltreer en die ekstraksieproses in die Waring 
Blendor is vyf maal met suiwer metanol (900-1200 ml.) herhaal. 
Na die laaste ekstraksie was die filtraat prakties kleurloos 
en die fyngemaalde doppe was slegs ligpienk gekleurd. Die 
gesamentlike ekstrak (6 liter) is onder verminderde druk inn 
roterende verdamper by 30-35° ingedamp tot ongeveer 4-60 ml. 
Omdat antosianiene onstabiel is ten opsigte van hoe tempera-
tu~, is metanol n besonder geskikte ekstraheermiddel. Behalwe 
dat dit n baie goeie oplosmiddel vir die pigmente is, kan dit 
maklik by lae tempe,_ratuur ingedamp word. n Bietjie soutsuur 
is bygevoeg om te verseker dat die pigmente volledig in die 
katioonvorm verkeer en dat die pH aan die suurkant bly, want 
antosianiene is ook onstabieler by ho§ pH. 
1:1:4- Chromatografiese reiniging van die kleurstofekstrak 
Die gekonsentreerde ekstrak (460 ml.) is in gelyke hoe-
veelhede (7 ml, per papier) met behulp van n pipet in strepe 
oor die breedte, ongeveer 5 em. vanaf die kant, op Whatman 3MM 
papiere (66) geplaas en met waterige 1% soutsuur gechromatogra-
feer. Die kleurstofk.onsentrasie op die chromatogramme is hier 
te hoog om die komponente in individuele bande te laat skei en 
die doel van hierdie proses was slags om alle vry suikers en 
- ander water-oplosbare onsuiwerhede uit te was. Die oplos-
midde~ is toegelaat om van die papier af te drup en daar is 
voortgegaan totdat die voorste rand van die kleurstofband oor 
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ongeveer n kwart tot n derde van die papier se 1engte beweeg 
het ( 18-24 uur) • Op die begin1yn van die papiere het n was-
agtige grys-groen onsuiwerheid agtergeb1y. 
Die bre§ k1eurstofband is met waterige 70-80% metano1 
ge§1ueer en die eluaat onder verminderde druk by 30-35° tot 
25 m1. ingedamp. 
1:1:5 Cbromatografiese iso1asie van die pigmente 
Die donkerrooi konsentraat (seksie 1:1:4) is in ge1yke 
ho~vee1hede (2 .5 ml. per papier) op 132 Whatman 3MM papiere 
gep1aas en in BAW gechromatografeer totda t die op1osmidde1-
front oor die 1engte van die bale papier beweeg het (17-20 uur). 
Die k1eurstof het hier in vyf duide1ike bande geskei wat genom-
mer is A, B, c, D en E in vo1gorde van afnemende Rr-waarde. 
Die benaderde Rr-waardes, k1eure en re1atiewe hoeveelhede 
waarin die bande voorkom, word in tabel 2 opgesom. 
TABEL 2 
Rr-waardes in BAW, k1eure en hoevee1heid 
waarin Bar1inka pigmente voorkom. 
Pigment Rr-waarde K1eur Hoevee1heid * 
A 0.69 Fers-rooi 5 
B 0.45 Oranje-rooi 5 
c 0.42 Pers-rooi 10 
D 0.38 B1ou 2 
E 0.35 B1ou 2 
• Die hoevee1hede is relatief soos met die oog 
geskat vo1gens die breedte en k1eurintensi-
teit van die bande. 
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Ander oplosmiddels soos BuHCl en waterige 1% soutsuur is 
ook vir die isolas~eproses uitgetoets, maar geeneen het sulke 
goeie resultate soos BAW gelewer nie. Kolomchromatografie 
vir prepa;r~·,tiew~ doeleindes is ook uitgetoets. Sellulose wat 
as die beste draermateriaal vir hierdie doel beskou word 
(Seikel, 1962), met BAW en BuHCl as oplosmiddelsisteme (Endo, 
1957), is gebruik. Behalwe dat geen bevredigende skeiding 
verkry kon word nie, was dit ook moeilik om die butanoliese 
eluaat verder te verwerk. 
1:1:6 Kristallisasie van die individuele pigmente 
Die vyf banda A, B, c,D en E (seksie 1:1:5) is apart 
ge~lueer met waterig~ So% metanol. Die eluate is onder ver-
minderde druk by 30-35° ingedamp totdat dit heeltemal waterig 
was (20 ... 25 ml.) en gefiltreer. Die verdere behandelings is 
deur die aard van die individuele komponente bepaal. 
Komponent A • 
Die gesamentlike konsentraat uit twee eksperimente is 
gekombineer en onder verminderde druk oor watervrye kalsium-
chloried in n vakuumdesikkator ingedamp totdat b dik afsaksel 
gevorm het. Hierdie afsaksel is afgefiltreer, opgelos in 
absol~te etanol en met gekonsentreerde soutsuur aangesuur tot 
'n suurkonsentrasie van 5-6%. Die suur oplossing is weer in 
die vakuumdesikkator geplaas en na twee dae het fyn, donkerrooi 
naaldjies begin uitsak. Die ~istalle is afgefiltreer, met 




gebere. In een geval was dit nodig dat die eluaat van A nog n 
keer met BAW op papier gechromatografeer moes word voordat die 
kleurstofkomponent rein genoeg was om onder bogenoemde kondisies 
te kristalliseer. 
Opbrengs: 16 mg. chromatografies rein kristalle uit 600 g. 
doppe. 
Komponent B. 
Die gesament~ike konsentraat uit twee eksperimente is 
gekombineer en oornag in die koelkas gelaat, waarna dik, donker, 
bruin-rooi naalde uitgesak het. By verdere konsentrasie onder 
verminderde druk in die desikkator het nog meer naalde uitgesak. 
Toe die konsentraat in baie klein volume bestaan het, is 'n 
bietjie absolute etanol bygevoeg en is dit verder in die desik-
ka tor ingedamp. Hierop het nog naa lde, fyner en rooier as die 
eerstes, uitgesak. Na n paar dae het d:l.e naalde dikker en don-
kerder van kleur geword. Chromatografies was d:i,e fyner naald-
jies identies met die dikker naalde wat eerste uitgesak het. 
Die kristalle was besonder maklik oplosbaar in water, selfs in 
water by 9o. Hu~le is afgefiltreer, met n minimum hoeveelheid 
absolute etanol gewas, by kamertemperatuur inn desikkator 
gedroog en by -15° gebere. 
Opbrengs: 14 mg. chromatografies rein kristalle uit 600 g. 
doppe. 
Komponent c. 




b~handel en die kristallyne materiaal wat uitgesak het, is 
twee maal omgekristalliseer uit etanoliese 5% soutsuur. Die 
do~errooi fyn naaldjies het baie soos die kristalle van kom-
ponent .A. gely;k. Die kristalle is afgefiltree~met absolute 
etanol gewas, ond~r verminderde druk in 'n desikkator gedroog 
en by -15° geb~re. 
Ko~onent D. 
154 mg, chromatografies rein kristalle uit 300 g. 
doppe. 
Hierdie komponent was in baie klein hoeveelhede teenwoor-
dig en die konsentraat van die eluaat afkomstig uit drie 
eksperimente is onder verminderde druk in di~ vakuum-desikkator 
tot byna droog ingedamp. n Klein bietjie waterige 1% sout-
suur ~s bygevoeg en die oplossing by -5° gelaat. Na verskeie 
dae het klein donkerblou korrels kristallyne materiaal, wat 
I 
min oplosbaar was in water, uitgesak. Dit is afgefiltreer, 
mei; water .gewas, onder vermi:p.derde druk in die desikkator 
gedroog en by -15° geb~re. 
QI2brengs: 
Kqm;eonent E. 
2 mg. chromatografies rein kristalle uit 900 g. 
doppe. 
Dit was in net sulke klein hoeveelhede as komponent D 
teenwoordig. Dit is op dieselfde wyse as komponent D behan-
del en het identiese resultate gelewer. 
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2 mg. chromatografies rein kristalle uit 900 g. 
doppe. 
In al die gevalle het wit kristallyne materiaal in die 
desikkato~ uitgesak sodra die volume van die kQnsentraat baie 
klein geword het. Dit het die kristallisasie van die pig-
mente baie bemoeilik want waar dit saam met die kristallyne 
pigmente uitgesak het, kon die materiaal nie van die kleur-
stowwe afgeskei word nie. Om daarvan ontslae te raak, moes 
dit hernaaldelik afgefiltreer word. Aan die begin het die 
stof uitgesak in die vorm van fyn wit naalde en later as vier-
kantige plaatjies, tipies soos vir gewone tafelsout. 
Toetse vir n tartraat volgens Feigl (1960) op die fyn 
naalde het positiewe resultate gelewer. Aange~ien daar heel-
wat ka1iumbitartraat in druiwe voorkom, kan dit wees dat wyn-
steensuur as gevolg van die relatief ho~ soutsuurkonsentrasie 
daaruit vrygestel word en dit dan as naaldvoxmige kristalle 
uitsak;. Omdat kaliumione ook in die proses vr,ygestel word en 
die chlorie~ioonkonsentrasie in die oplossing relatief hoog 
is, was die plaatjies wat later uitgesak het, waarskynlik 
kaliumchloried, want toet~e vir die teenwoordigheid van n 
chloried in hierdie kristalle was ste+k positief. 
1.2 
1.2.1 
Identifikasie van d~igmente. 
Hidrolise-studies . 
. -
1.2.1.1 Gekont~oleerde suurhidrolise. 




(1961) met klein wysigings gebruik. Kristal1yne pigmente A, 
B en 0 (1 ... 2 m~.) is in absolute etanol (2 ml.) opge1os en die 
oplossing met soutsuur aangesuur totdat dit 2 N ten opsigte 
van hierdie suur was. Die oplossing is gekook in n apparaat 
wat met n terugvloeikoeler voorsien was. Laasgenoemde is met 
n prop afgesluit sodat die kokende oplossing nie onnodig aan 
lugsuurstof blootgestel is nie. Na 5 en ook na 20 minute is 
monsters van die hidro;Lisaat geneem en chromatografies onder-
soek in Forestal, Mieresuur en BAW. By pigmente D en E is 
van die moederloog (1 ml.) gebruik gemaak in plaas van kris-
tallyne ~ateriaal en dit is verder net soos hierbo behandel. 
Omdat dit bekend is dat die teenwoordigheid van soutsuur 
'n effek op die Rr-waarde van antosianiene het (Bate-Smith, 
1948), is die aglikone aan die einde van die proses met iso-
a~ielalkohol (3 X, 2 ml.) geijkstraheer. Die gekombineerde 
alkoholiese e~strakte is met verskeie volumes bensien verdun, 
die antosianidiene met waterige 1% soutsuur (2 ml.) ge~kstra­
heer (Robinson & Robinson, 193~) en chromatografies ontleed. 
Aangesien pigment 0 in soveel groter konsentrasie as die 
ander komponente voorgekom het,. was dit in hierdie geval ook 
moontlik om dit op groter skaal te hidroliseer. Die pigment 
(15 mg.) in absolute etanol (4 ml.) is aangesuur tot 5 N ten 
opsigte van Soutsuur en vir 20 minute onder n terugv1oeikoeler 
gekook. Fyn donkerbruin~rooi naa1djies (7 mg.) van die anto-







Krista11yne materiaa1 van pigmente A, Ben C (1 mg.) en 
moeder1oo.g (1 m1.) van D en E is afsonder1ik opge1os in 2 N 
bytsoda oplossings (2 m1.) en die reaksiemengse1s vir 2 tot 3 
uur py k~ertemperatuur gehou. In a1 die geva11e het die 
op1ossing d~de1ik n donkerb1ou k1eur aangeneem en na 2 uur 
was dit geel tot geel-bruin. Dit is daarna met gekonsen-
treerde soutsuur aangesuur, die antosianiene met iso-amie1-
al.koho1 gel!kstraheer en oorgedra in waterige 1% soutsuur 
(seksie 1.2.1~1). Die waterige op1ossing is toe chromato-
grafies in BAW met ongehidroliseerde pigmente A, B, C, D en E 
verge1yk. 
Om,dat s1egs pigment A n nuwe pigment met n ander Rf-waarde 
na a1kalihidrolise ge1ewer het, is die hidro1ise op pigment A 
herhaa1 en die aangesuurde hidrolisaat met eter geMkstraheer 
(5 X). Die eter1aag is oor watervrye natriumsulfaat gedroog, 
gefiltreer en onder verminderde druk by 50-60° ingedamp tot 
dit net dro9g was. Die residu is in n paar druppels metano1 
opge1os en chromatografies in BAW en 2% HOAc met ~-kumaarsuur 
verge1yk. Die antosianien is met iso-amie1a1koho1 geMkstra-




1.~.2 BeEaling van die Eosisie van substitusie en die tipe 
, I 
~ikers teenwoordig, 
1.2.2.1 !onvensionele suurhidrolise. 
Suurhidrolise is uitgevoer op n mengsel van die moederloog 
oplossings van pigmente A, B, C, D en E (0.25 ml. elk) wat met 
soutsuur aanges~ur is tot n konsentrasie van ongeveer 5 N ten 
opsigte van laasgenoemde. Die suuroplossing is vir 15 minute 
onder n terugvloeikoeler gekook, met water (0.5 ml.) verdun en 
met isq-amielalkohol (3 X, 2 ml.) opgeskud totdat die waterige 
laag kleurloos was. Om die soutsuur uit die waterige laag te 
verwyder, is dit opgeskud (3 X) met n 1~~ (V/V) oplossing van 
di~~oktielmetielamien in chloroform (2 ml.) (Harborne & Sher-
r~tt, 1957b). Hierd~e stap is nodig aangesien die suikers in 
die teenwoordigheid van suur geneig is om strepe in plaas van 
Kolle tydens die chromatografie daarvan te vorm (Lederer & 
Lederer, 195?). Spore van die amien is uit die waterige laag 
verwyder deur ~it met chloroform (2 ml.) op te skud (3 X). 
Die helder waterige oplossing is gebruik om chromatografies 
vir suikers te toets in die oplosmiddels BAW, PhOH en BuBPW 
met glukose, galaktose, rhamnose, xilose, en arabinose as 
standaard merkers. Die chromatogramme is almal vir ten minste 
24 uur ontwikkel en die oplosmiddel het van die onderpunt van 
die papier afgedrup. Hierna is dit deeglik gedroog, met die 
spreireagens anilienwaterstofoksalaat bespuit en by 100° ver-




1.2.2.2 Oksidasie met waterstofperoksied. 
Die metode van Karrer & de Meuron (1932), soos gewysig 
deur Chandler & Harper (1961), is toegepas. Die k1eurstof 
(1-2 mg.) is opge1os in metano1 (0.3 m1.) en 30';& waterstof-
peroksied (40 )11) is bygevoeg. Na 4 uur by kamertemperatuur 
is palladium katalis (n paar grein) bygevoeg en die reaksie-
mengse1 vir nog 20 uur ge1aat. Gekonsentreerde (0.880) 
ammo;oiu:mnidroksiedoplossing (50 p1) is toe bygevoeg en die 
oplossing vir 1 minuut in n kokende waterbad verhit. Die 
reaksiemengse1 is direk op papier geplaas en chromatografies 
vir suikers ondersoek .• 
As kontro1e is hesperetin-7-glukosied (1 mg.) in 0.005 N 
ammqniumhidroksied gesuspendeer. Dit is verder netsoos die 
pigmente met waterstofperoksied geoksideer, die oortollige 
oksideermiddel ontbind en die oksidasieproduk met ammonium-
hidroksied gehidro1iseer. Omdat g1ukose ook in hierdie geval 
gevind is as n reaksieproduk, is oes1uit om die verhittingstyd 
van 5 minute, soos deur Chandler & Harper (1961) aangegee, na 
1 minuut te verkort. Onder hierdie kondisies het geen glukose 
by die 7-g1Uj.tosied vrygekom nie, maar die reaksie het nog goeie 
resu1tate met die pigmente ge1ewer. 
1.2.3 Konfigurasie van die A~ en B~ringe. 
1.2.3.1 Alkalisme1t. 
Die mikrometode, soos deur Roux (1958) ontwikkel, is toe-
gepas. Die k1eurstof (1-2 mg.) is in die bol van 'n sme1tbuis 
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15 em. ~ank en 0.8 em. interne deursnit, geplaas. Die buis 
is horisontaal gehou en een kaliumhidroksiedpilletjie op n 
posisie sowat 2 em. vanaf die onderent van die buis geplaas. 
Die pilletjie is versigti~ met n klein vlammetjie verhit tot-
dat dit ge~elt het terwyl sorg gedra is dat die antosianiene 
self nie ver~it i~ nie. Sodra die pilletjie tot n helder 
vloeistof gesm~lt het, is die buis vertikaal gedraai sodat die 
gesmelte materiaal op die pigment gevloei het. Die oplossing 
is inn vloeistofvorm behou deur nog te verhit~ maar sorg is 
ged~a dat die vloeistof nie kook nie. Na 90 sekondes is die 
buis vinnig in n stroom koue lug afgekoel. 
Die vaste materiaal is daarna in 5 N swawelsuur opgelos 
terwyl die bol van die buis in water verkoel is. Hierdie suur 
oplossing is met vaste natriumbikarbonaat geneutraliseer tot 
dit alkalies teenoor lakmoes was. Die fenole is met verskeie 
porsies eter ge·E!kstraheer en die ~ekombineerde eter-ekstrakte 
oor watervrye natriumsul!aat gedroog. 
Die waterige oplossipg is weer met 5 N swawelsuur aange-
su~ en die fenoliese karboksielsure is met verskeie porsies 
et~r geekstraheer. Die eterekstrakte i~ gekombineer en oor 
watervrye natriums~lfaat gedroog. 
Die eter-ekstrakte van die fenole en die fenoliese karbok-
sielsure is ge!iltreer, onder verminderde druk by 50-60° droog-
gedamp en die residu's is in metanol (3-5 druppels) opgelos. 
Hierdie oplossings is chromatografies ontleed in RAW, Bens. en 
l~fo HOAe met floroglusinol, gallussuur, protokatesjoesuur en 
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~~hidroksibenso~suur as standaard ~erkers. 
1.2.3.2 Oksidasie met waterstofperoksied. 
Chandler & Harper (1961) sa metoda om suikerreste in die 
3-posisie te bepaa1 is aangepas om die konfigurasie van die 
B-ring vas te stel. Die prosedure (seksie 1.2.2.2) is uitge-. 
voer maar na die verhitting met ammoniumhidroksied is die 
oplossing met soutsuur aangesuur om te verseker dat die feno-
1iese karboksielsure in hu1 vry vorm verkeer. Die oplossing 
~s ~et eter geijkstraheer en die et~rekstrak is gedroog, gekon-
sentreer, op papier geplaas en chroma tografies in BAW, Bens. 
en 15% HOAc ontleed met ser1ngsuur, vani11iensuur en J?-hidrok-
sibensoesuur as standaard markers. 
1.2 .3 .3 Oksidas;J.e met verdunde by:tsoda-oplossJng. 
Bytsoda-oksida~ie, soos beskryf deur Karrer & de Meuron 
(1927), is aangepas om op mikroskaal uitgevoer te kan word. 
Die k1eurstof (1-2 mg.) is in 2 N bytsodaoplossing (1.5 ml.) 
opgelos en die oplossing vir 1 uur met uitsl,.uiting van lug in 
n kokende waterbad verhit. Die oplossing is afgekoel, aange-
suur met soutsuu:r;' en met eter ge~kstraheer. Die eter is 
afgedamp en die residu in n minimum metanol opgelos en chroma-
tografie~ in BAW, Bans. en 15.% HOAc met standaard gallussuur, 






1.2.4 Ultravioletabsorpsiespektra bepalings. 
n Zeis~ model PM Qll spektrofotometer is vir hierdie 
bepalings gebruik. Blanke's is in elke geval berei om presies 
identies te wees met die oplosmiddel waarin die pigmente en~­
kumaarsuur, opgelos was. 
1.2.4,1 Spektra van die an~osianiene. 
Oplossings van omtrent 3·3)1-M van die pigmente in metano-
liese 0.1% (g .• /v.) soutsuur is gebruik vir die be paling van die 
ul.travioletab~orpsiespektra oor die gebied 230-600 m Jl• In 
geval van pigmente A en C asook van malvidien en ~-kumaarsuur, 
waar genoeg suiwer-kristallyne materiaal beskikbaar was, is die 
materi~al eers onder verminderde druk oor fosforpentoksied in h 
Abderhalden droogapparaat vir 2 uur by 100° en 12 uur by kamer-
temperatuur gedroqg voordat standaard oplossings in metanoliese 
O.l% (g./v,) soutsuur opgemaak is. Vanaf die ekstinksiewaardes 
by die ho~r gol.f'len.gte absorpsiemaksimum is die molare ekstink-
siekoijffisi~nte bereken. In geval van malvidien en _E-kumaar-
suur ~as dit nodig om die oplpssings verder te verdun om gerief-
lik.e absorp~ie lesings te verkry. 
1.2.4.2 Spektra van die aglikone. 
Die pigmente ( 1 mg.) is met 5 N etanoliese soutsuur ( 1-2 
ml.) vir 20 minute by 100° gehidroliseer. Die hidrolisaat is 
oornag in n va~uum desikkator onder verminderde druk oor water-
vrye kalsiumchloried drooggedamp. 'n Geskikte verdunning van 
d;ie residu in metanoliese 0.1% (g./v.) soutsuur is gemaak en 
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die absorpsiespektrum oor die geb:,i.ed 230-600 m )l is bepaal. 
1.2 .4.3 Spektra van die aluminiumchloriedchelate. 
Na die bepaling van die spektra van die aglikone en anto-
sian:,i.ene in metanoliese 0.1% (g./v.) soutsuur, is 'n 5% (g./v.) 
oplossing van alumini~chloried in etanol (4 druppels) by die 
pigment in die kwartssel gevoeg. Die inhoud van die sel is 
goed gemeng en na 5 minute is die spektrum oor die gebied 500-
600 m ).1 bepaal. 
1.2.4.4 Bepaling van die molare verhouding ~g1ikoon: suiker 
in pigment c. 
'n Bekende gewig (4.62 mg.) dro§ kristal1yne pigment C is 
onder u:,i.tsluiting van lug met 5 N etanoliese soutsuur (2 ml.) 
gehidro).:,i.seer deur die op1ossing vir 20 minute onder 'n terug-
vloe:l;koeler te kook. Die op1ossing is met suiwer metano1 na 
'n geskikte volume (250 m1.) verdun sodat die gewigskonsentrasie 
van die soutsuur ongeveer o.l% was. Die absorpsie van die 
oplossing by 547 m Jl is gemeet en die konsentrasie ma1vidien 
deur midde1 van die molare ekstinksiekoeffisient by 547 mp is 
Hieruit en uit die oorspronklike gewig antosianien 
geneem, kon die molare verhouding aglikoon: suiker bepaal word. 
1.2.4.5 Bepa1ing van die molare verhouding antosianien: asie1-
, I 
res in pigment A .• 
Pigment A is met bytsoda gehid~oliseer (seksie 1.2.1.2) en 
die absorpsiespektrum van die aangesuurde hidrolisaat is in 
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metanoliese 0~1% soutsuur oor die gebied 230-600 m}l bepaa1. 
n Tweede hoeveelheid van pigment A (5.09 mg.) is met byt-
soda ~~hidrolise~r (seksie 1.2.1.2), aangesuur met soutsuur en 
die hidrolisaat met natriumchloried versadig om die op1osbaar-
heid van die v~ygeste1de suurres in die waterige 1aag te ver-
minde;r. Die op1ossing is met eter (3 X, 3 ml.) geekstraheer 
en die eterekstrak is onder verminderde druk by 50-60° droog-
gedamp. Di~ residu is opgelos in metano1iese 0.1% soutsuur 
(200 m1.) en die absorpsiespektrum oor die gebied 230-600 mp 
is bepaal, Die waterige laag wat die antosianien bevat het, 
is oornag onder verminderde druk oor watervrye kalsiumchloried 
in n vaku~ desikkator gelaat om enige spore van eter wat n 
inv1oed op die absorpsiespektrum van die antosianien kon he, 
te ve~wyder. Daarna is dit met metanoliese 0.1% (g./v.) sout-
suur na n geskikte volume (250 m1.) verdun en die absorpsie-
spektrum oor die gebied 230-600 m)l bepaa1. 
Infrarooiabsorpsiespektra bepa1ings;. 
I . . 
n Ferkin Elmer Model 21 infrarooispektrofotometer, toege-
rus met natriumchloried prismas is vir hierdie bepa11ngs gebruik. 
Die teg~iek, soos beskryf deur Rib~reau-Gayon & Josien (1960), 
waar van kali'Ulllbromiedskyfies gebruik gemaak word, is toegepaso 
Droe krista1lyne materia,a1 is in a1 die geva11e gebruik. n 
Konsentrasie van 1 mg./250 mg. ka1iumbromied is vir pigmente A, 
B en E gebruik, terwy1 n konsentrasie van 0.6 mg./250 mg. vir 






beter resu1tate ge1ewer het. Die spektra van a1 die verbin-
dings is oor die gebied 5-l5 mikron (2,000-700 crn- 1) bepaa1. 
Die spekt~um van b nujo1 emu1sie van pigment C is ook oor die-
se1fde gebied bepaa1. 
1.2.6 Die bereiding van standaard markers. 
~1 die standaa~d merkers was van kommersi~1e oorsprong, 
behalwe petunidiench1oried, peonidiench1oried, .Jl=kumaarsuur en 
3-metoksiga1lussuur wat p1aas1ik onverkrygbaar was en dus as 
vo1g berei is. 
1.2.6.1 Antosianidiene • 
(i) ~etunidiench1oried. 
I 
Droe fyngemaa1de doppe (3 g.) van Ca,bernet Sauvignon (JG. 
vinifera) (goedgunstiglik geskenk deur mnr. H. Malan, Departe-
.lllent van Ch~mie, Univ~rsiteit van Ste11enbosch) wat vooraf met 
eter geijkstraheer is om wasse te ver,-~Yder, is ge~kstraheer met 
metano11ese 1% (V/V) souts~ur (100 m1.) en daarna met suiwer 
metano1 (4 X, 100 m1.). Die ekstrak is onder verminderde druk 
ge~onsentreer en preparatief op Whatman 3 MM papiere (10) in 
BAW gechromatografeer. $es bande het ontstaan en die een wat 
Malan (1963) as petunidien-3-monog1ukosied geidentifiseer het, 
is met waterige 80% (V/V) metano1 gee1ueer en gekonsentreer. n 
Dee1vo1tUne (2 ml.) van hierdie konsentraat is met 5 N etano1iese 
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(ii) Peonidienchl~ried. 
Peonidien is de1,1r reduktiewe asetilasie, uit isorhamnetien 
(Goedgunstiglik geskenk deur dr. B.K. Nortje, N.I.V.V., Stellen-
bosch) ber~i volgens die metode van Krishnamurthy, Krishnamoor-
thy & Seshadri (1963). Isorhamnetien (15 mg.), sinkpoeier 
(15 mg.) er vars ges!fle1te natriumasetaat (8 mg.) is ;in water-
vrye a$ynsuuranhid.ried (1, ml.) gesuspendeer en gekook in 'n 
apparaa~ waarvan die terugvloeikoeler met 'n watervrye kalsium-
chloried-buis afges1uit is om waterdamp uit te sluit. Na 1 uur 
is nog sinkpoeier (15 mg.) bygevoeg en vir 'n verdere uur gere-
fluks. By hierdie mengsel is 'n 10% oplossing van soutsuur in 
n.,.propa~ol (2 ml.) gevoeg en geplaas in 'n proefbuis wat met 'n 
geslypte prop dig afgesluit is. Die prop is met twee spiraa,1~ 
veertjies in posisie gebou. Die buis is vir 2 uur in 'n kokende 
waterbad verhit totdat 'n dieprooi op1ossing ontstaan het e Die 
oplossing is argekoel en water is bygevoeg totdat 'n troebelheid 
as gevol,g van die neerslag van f1obavene ontstaan het. Die 
op1ossing is gefiltreer en die filtraat as sulks is vir chroma-
tografiese vergelyking gebruik. 
Die hidrolise is onder druk in n-propano1 gedoen om die 
ontstaan van f1obavene teen te werk (Pigman, Anderson, Fisher, 
Buchanan & Browning, 1953) • 
1.2.6 .2 · .p ... Kumaarsuur. 
Dit is gesintetiseer vo1gens 'n modifikasie van Sonn (1913) 





kaliumaseta~t (8 g.) en watervrye asynsuuranhidried (12.5 ml.) 
gevoeg. ·Die mengsel is gekook onder n lugterugvloeikoeler wat 
afgesluit is met watervrye ka1siumch1oried; eers vir 1 uur by 
160° en daarna vir 3 uur by 170-180°. Die rooi-bruin massa 
wat ontstaan net, is etfens afgekoel (ongeveer 100°) en in 
lwkende water (100 ml.) gegiet. Gael asetie1-_E-kumaarsuur het 
uitgesak. Om die asetaat te hidroliseer, is verdunde bytsoda-
op1ossing by die warm mengse~ gevoeg totdat a1 die gael asetaat 
opgelos het. Die harsagtige reste is warm afgefi1treer en die 
alka1iese filtraat is afgekoel. By aansuring met gekonsen-
treerde soutsuur het lang geel naalde van..!_•kumaarsuur uitgesak. 
Die kristalle is uit warm water .omgekrista1liseer. 
Opbrengs: 1.5 g. 
Kaliumasetaat is in plaas van natriumasetaat in hierdie 
bereiding gebruik aangesien die reflUkstyd daardeur met ongeveer 
die he1fte ingekqrt word. Bytsoda kon gebruik word om die 
asetielderivaat te hidro~.i$eer, maar dit is nie die geval by 
die bereiding.van kaneelsuur nie, want hier sal enige oormaat 
bensaldehied en bytsoda Canizzaro se reaksie ondergaan om ben-
so~suu:r te vorm. D~t is moeil~k om kaneelsuur van benso~suur 
te reinig. 
Van die gael kristal1yne _tl-kumaarsuur is verder gereinig 
deur dit onder verminderde druk te sublimeer in 'n sublimeerbuis 
wat met 'n wa terverkoelde koue uvinger'1 toegerus was. Die tem-




wit gesublimeerde materiaal wat op die koue vinger neergeslaan 
het, is omgekristalliseer uit warm water waarop dit wit naald-
jies gelewer het. 
Smelt punt: 205° (Swaar sublimasie) 
1.2.6.3 3-Metoksiga11ussuur. 
Die suur is berei vo1gens die metoda van Fischer & Freuden-
berg (1913). Ga11ussuur (20 g.) i.s opge1os in asetoon (100 ml.) 
en met uitsluiting van lug, inn stikstofatmosfeer, is 2 N byt-
soda-oplossin~ (160 ml.) bygevoeg. Die rooibruin mengsel is 
afgekoel tot -5° C en terwyl deeg11k geroer is, is 'n 12% fosgeen-
op1ossing in to1ueen (120 ml.) vinnig.bygevoeg. 'n Emu1sie en 
n 1igbruin neers1ag wat nie meer baie gevoe1ig vir 1ugoksidasie 
was nie, het ontstaan. Die mengsel is dadelik met petro1eum-
eter (3 X, 100 ml.) geekstraheer om die to1ueen en asetoon te 
vervzyder. Die mengsel is daarna met gekonsentreerde soutsuur 
(13.5 ml.) aangesuur en afgekoel in 'n vriesmengsel. Wit gal-
lussuurkarbonaat het uitgesak en na 1 uur is dit afgefiltreer 
en versigtig met water gewas. Die materiaal is dadelik onder 
verminderde druk oor fosforpentoksied in 'n vakuumdesikkator 
die. gedroog aangesien"'verbinding nie baie stabie1 in die teenwoor-
digheid van water is nie. Die produk is verder gereinig deur 
dit om te krista1liseer uit n oplossing van asetoon (40 ml.) 
in water (2 ml.). Die kristalle is afgefiltreer, met asetoon 
gewas en onder verminderde druk oor watervrye kalsiumchloried 
in n vakuumdesikkator gedroog. 
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Opbrengs: Smelt punt: 
Die derivaat (4.2 g.) is gemetileer deur dit te suspendeer 
j_n koolstoftetrachloried ( 140 ml .. ) en oormaat eteriese diaso-
metaan by te voeg. Die droe eteroplossing van diasometaan 
is volgens die metode van Koeppen (1961) berei. Gasborrels 
het vinnig afgekom en wit naalde het begin uitsakQ Na 15' 
minute by kamertemperatuur is die mengsel onder verminderde 
druk by 25° ingedamp. Die konsentraat is vir 1n paar uur by 
~5° afgekoel en die kristalle wat gevorm het~ is afgefiltreer, 
met asetoon gewas en inn vakuumdesikkator gedroog. 
Opbrengs: 3.94 g. Smelt punt: 131-132° 
Die gemetileerde derivaat (3.9 g.) is gehidroliseer deur 
dit in kokende water (60 ml.) op te los en verder te kook tot-
dat die volume ongeveer n derde van die oorspronklike was. 
Gasevolusie het tydens die proses plaasgevind. Die oplossing 
is toe verder met 2 N bytsoda-oplossing (20 ml.) in n geslote 
houer by kamertemperatuur behandel om die metielestergroep te 
hidroliseer. ~ Lagie petroleumeter is op die oppervlakte van 
die oplossing gegiet om oksidasie deur lugsutwstof te beperk. 
Na 24 uur is die oplossing aangesuur met 5' N soutsuur en na 
1~2 uur by -5° C is die wit naalde van 3-metoksigallussuur 
afgefiltreer~ met water gewas en in n vakuumdesikkator gedroog. 
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2. RESULTATE EN BESPREKING. 
2ol A1gemene opmerkings ten opsigte van die chromatografiese 
gedrag van antosianiene .• 
Om b antosianien noukeurig te bestudeer, is die eerste 
vereiste dat dit in n baie rein toestand verkry moat wordw 
Die ou metodes wat kort1iks bestaan uit ekstraksie met metano-
liese 1% soutsuur, herhaalde1ik neerslaan met eter of 1oodsoute, 
oplossing in 5% soutsuur en dan kristallisasie oor die pikraat 
is omslagtig. Baie k1eurstof kan ver1ore gaan en dit is ver-
der baie moei1ik om komponente wat s1egs in klein konsentrasie 
voorkom volgens hierdie metoda te skei. In geva1 van druiwe 
byvoorbee1d, waar daar drie of meer antosianiene teenwoordig 
is, is hierdie soort iso1asie baie moei1ik, indien nie onmoo:nt-
11k nie. Brown ( 1940) het tog daarin ges1aag om hierdie teg-
niek te gebruik by die isolasie van kristal1yne muskadinien 
(petunidien-3, 5-dig1ukosied), die hoofpigment van Muscadine 
druiwe. 
Vroeere pogings om antosianiene met behu1p van adsorpsie-
chromatografie op ko1omme te skei, wat so suksesvol met karote-
noiedpigmente is, was nie baie geslaagd nie (Li & Wagenknecht, 
1956). Dit was nie voor die daarstel1ing van papierverdelings-
chromatografie deur Bate-Smith (1948) in hierdie veld dat bevre-
digende chromatografiese metodes vir die skeiding van die anto-
sianiene en verwante flavono!edverbindings beskikbaar was nie. 
Hierdie tipe papierchromatografie is b 1ogiese uitbreiding van 





om tussen die verskillende groepe glikosiede te onderskei vol-
gens hulle verdeling tussen water en amielalkohol. 
Omdat antosianiene in die vorm van katione in suur medium 
verkeer en slags stabiel is by n lae pH, word chromatografie 
normaalweg uitgevoer in sistema wat suur bevat. As die oplos-
midde1sisteem nie minerale suur bevat nie, soos bve BAW, is dit 
belangrik dat genoeg suur in die oorspronklike ekstrak teenwoor-
dig moet_wees om die pigment in sy katioon-vorm te behou soos 
dit op die papier afbeweeg (Bate-Smith, 1948). 
Die oplosmiddelsisteme wat vir antosianiene gebruik word, 
is hoofsaaklik op twee tipes chromatografiese prosesse gebaseer 
(Harborne, l958a): 
l. Verdelingschromatografie. Die oplosmiddelsis~eme is orga.-
nies en die bewegende rase is swak pol~r van aard. Vir 
antosianiene bevat hierdie sistema gewoonlik 'n alkohol, bv. 
butanol, as die hoofkomponent. 
2. Adsorpsiechromatografie. 
pol~r en waterig van aard. 
Die oplosmiddelsisteme is sterk 
Goeie voorbeelde van oplosmiddelsisteme vir (i) is BAW en , 
BuHCl en vir (ii) waterige soutsuur of ook water-asynsuur-lON-
soutsuur. (82:15:3) 
Konstante verhoudings tussen Rr-waarde en die struktuur 
van antosianiene is al beskryf deur werkers soos Abe & ~ashi 
1\ 
(1956) en Harborne (1958a). Die verwantskap sou die beste 
ingesien word indian dit in verhouding tot spesiale struktuur-




Hoe meer renoliese hidroksielgroepe, hoe laer is die Rr-
waardes in beide tipes oplosmiddelsisteme. Die Rr-waardes 
neem dus af soos die polariteit van die aglikoon toeneem. Dit 
is volgens verwagting, want by verdelingschromatograrie sal die 
meer polere verbinding minder oplosbaar wees in die bewegende 
swak-polere rase en dus nie so ver beweeg nie. By adsorpsie-
chromatograrie speel stereochemiese. errekte blykbaar die hoor-
rol. Dit is bekend dat plat strukture sterk geadsorbeer word 
op sellulose. Dus hoe meer polar die aglikoon, deste starker 
word dit op die papier geadsorbeer en hoe laer is die Rr-waarde. 
(b) Metilering. 
Hoe meer hidroksielgroepe in die aglikoon gemetileer is, 
hoe hoer is die Rr-waarde daarvan in beida tipes oplosmiddel-
sistemeo Metilering van n hidroksielgroep verlaag die pola-
riteit van die verbinding, dit word meer oplosbaar in die swak-
polere bewegende rase en beweeg dus verder op die chromatogram. 
By adsorpsiechromatograrie adsorbeer die minder polere verbin-
ding minder sterk aan die stasionere rase en beweeg verder, 
maar soos reeds bespreek is die platheid van die struktuur die 
vernaamste raktor wat die mobiliteit daarvan in waterige oplos-
middelsisteme bepaal. Die toename in Rr-waarde wat deur meti-
lering teweeggebring word, is errens minder as die afname wat 
deur hidroksilasie veroorsaak word~ Dus het dieselfde gliko-
siede van malvidien en sianidien ongeveer dieselrde Rr-waardes. 
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baie meer oplosbaar in die organiese rase sodat asilering ~ 
toename in Rr-waarde by partisiechromatografie tot gevolg het. 
Omdat die verbinding minder polar is, sal dit minder oplosbaar 
wees in die meer polere watarige oplosmiddelsisteme van adsorp-
siechromatografie en dus hier ~ afname in Rr-waarde tot gevolg 
heo 
2o2 Hidrolise-studie~. 
2o2ol Gekontroleerde suurhidrolisa. 
Deur gekontroleerde suurhidrolise kan die aantal glikosi-
diese resta wat teenwoordig is, vasgestel vrord deur na te gaan 
hoeveel eenvoudiger glikosiede tydens die hidrolise vrygestel 
word (Harborne, 1957). So kan 3-diglikosiede byvoorbeeld van 
3,5-diglikosiede onderskei word deurdat hulle tydens gekontro-
leerde suurhidrolise een en twee eenvoudiger glikosiede respek-
t iewe lik lewer • Antosianiene wat drie suikerreste bevat, gee 
weer twee of vier eenvoudiger glikosiede op hierdie manier. 
Chandler & Harper (1962) het verskeie sure, byvoorbeeld fosfor-
suur, swawelsuur, asynsuur ens. vir hierdie doel uitgetoets en 
gevind dat verdunde soutsuur die beste resultate lewar. Hier-
die reagens ls derhalwe ook vir die huidige ondersoek gekies. 
Die hidrolise proses van die pigmente is voortgesit totdat geen 
eenvoudiger glikosiede gevorm is nie, doWoS. totdat net een kol 
op die papierchromatogram waargeneem kon word. Hierdie kol 
verteenwoordig die aglikoon van die betrokke antosianian. In 






gevind is in die reaksiemengsels nadat die proses vyf minute 
verloop het. 
Uit tabel 3 kan gesien word dat malvidien-3,5-diglukosied 
slegs in BAW die verwagte vier kolle gelewer hetG Die kol met 
Rr-waarde 0.31 was baie dof. Die twee kolle met Rr-1o~aarde 0 .Lt-1 
en Oo43 verteenwoordig waarskynlik die intermediere 3- en 5-
monoglukosiede, terwyl die kol met Rr-waarde 0.60 die aglikoon 
aandui. In Forestal kon net twee kolle, met byna dieselfde 
Rr-waarde, behalwe die aglikoon aangedui word. Omdat hulle 
Rr-waardes so na aan mekaar gelee is, skyn dit asof hulle die 
twee intermediere monoglukosiede kan wees, terwyl die digliko-
sied waarskynlik tot so 'n mate deur die erg suur oplosmiddel-
sisteem gehidroliseer is dat dit nie aangetoon kon word nie. 
In HCOOH kon daar net een tussenproduk aangetoon word, 1<Taarskyn-
lik omdat di~ sisteem nie die twee monoglukosiede goed van 
melmar kon skei nie. 
In BAW toon ook pigment A drie kolle, nl. di~ van die 
ongehidroliseerde pigment, een kol wat met pigment C en nog 'n 
kol wat met malvidien ooreenstem. Figment A is dus hoogs 
waarskynlik 'n geasileerde antosianien, want indien dit meer 
glikosielreste as pigment C sou he, sou sy Rr-waarde laer en 
nie hoer as die ·van pigment C ge'lrtees het nie. 
Die resultate in tabel 3 dui daarop dat pigmente B, c, D 
en IT: waarskynlik monoglikosiede is, want slegs twee komponente 
was na 5 minute in die hidrolisaat aanwesig en een van hierdie 
komponente se Rr-\vaardes het altyd ooreengestem met die 
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Rf-waarde van die ongehidroliseerde pigment. Nadat 20 minute 
gehidroliseer is, was slegs die tweede komponent teenwoordig, 
• sodat aangeneem kan word dat dit die aglikoon verteenwoordig. 
• 
Die feit dat ook geen nuwe komponente ontstaan het as langer 
as 20 minute gehidroliseer is nie, ondersteun hierdie stalling. 
Die onwaarskynlikheid van die voorkoms van 3,5-digliko-
siede word bevestig deurdat geeneen van die pigmente op die 
papier onder ultravioletlig gefluoresseer het nie. Volgens 
Harborne & Sherratt (1957a) toon 5- en 3,5-diglikosiede, veral 
van die peonidien en pelargonidien derivate, sterk fluoressensie 
onder ultravio,letlig. 
Uit tabel 3 blyk dit ook dat die aglikone van pigmente A 
en C met malvidien, B met peonidien, D met petunidien en E met 
• delfinidien ooreenstem. Dit is gevind dat die aglikone baie 
gou, veral in BAW, verdof en daar is dus sorg gedra om die 
chromatogramme so min as moontlik aan li.g bloot te stel. 
• 
2.2.2 Alkalihidrolise 
As 'n pigment na versigtige hidrolise met verdunde alkali 
'n ander pigment met 'n ander Rf-waarde lewer, is dit 'n goeie 
aanduiding dat die oorspronklike pigment geasileer is. Slegs 
pigment A het op alkalihidrolise 'n nuwe pigment gelewer en 
laasgenoemde is identies met pigment C bevind. Chromatogra-
fiese ondersoek van 'n eterekstrak van pigment A na alkali-
hidrolise het die teenwoordigheid van ~-kumaarsuur getoon. 




op1osmidde1s met die van E-kumaarsuur ooreengestem het, toon 
dit net soos die standaard merker 'n vio1et-blou f1uoressensie 
• by b1ootste11ing aan ammoniakdampe onder u1travio1et1ig (Har-
borne, 1963 Swain, 1953). Die asie1res is verder deur sy 
u1travio1etabsorpsiespektrum in metano1iese 0.10% soutsuur 
(seksie 2.5.5) as E~kumaarsuur geidentifiseer. 
Die antosianien wat uit die hidro1isaat met iso-amie1a1ko-
ho1 geekstraheer is, is onderwerp aan gekontro1eerde suurhidro-
lise. Dit het resultate identies met die van pigment C gelewer. 
Die hoe Rf-waarde wat pigment A in BAW getoon het, was 
reeds 'n goeie aanduiding dat dit uit 'n geasileerde pigment 
• bestaan, want geen beskrywing van 'n nie~geasileerde antosia-
nien met so 'n hoe Rf-waarde in BAW kon in die literatuur 
• gevind word nie (Basson, 1963). 'n Kenmerk van hierdie tipe 
pigment is dat dit gewoonlik twee kolle op 'n chromatogram 
toon, al word dit herhaaldelik gereinig. Dit is te wyte daar-
aan dat die asiel-antosiCnienband re1atief onstabie1 is en dat 
die suurres dus tydens die chrofuatografiese proses vry kom 
(Harborne, 1958). 'n Monster suiwer, krista11yne pigment A 
het ook hierdie chromatografiese gedrag vertoon. 
2.3 Bepa1ing van die tipe en posisie van substitusie van 
die suikers teenwoordig. 
2.3.1 Konvensione1e suurhidro1ise 
Die suurhidro1isaat van 'n mengsel van die vyf pigmente 






Hierdie resultaat is nie onverwags nie, want vo1gens Ribereau-
Gayon (1959) is nog geen ander tipe suiker in antosianiene uit 
druiwedoppe gevind nie. In die literatuur kon nerens n geva1 
van n ander tipe suiker by druifantosianiene gevind word nie. 
In die 1ig van die resultate wat by gekontroleerde suur-
hidro1ise (seksie 2.2.1) verkry is, skyn dit dus asof a1 die 
pigmente in Barlinka druiwe uit monog1ukosiede bestaan. In 
die natuur is nog geen monoglikosidiese antosianien gevind wat 
die suikerres op n ander plek as in die 3-posisie bevat nie, 
behalwe by die buitengewone antosianidiene, 1uteo1inidin en 
apigeninidin, wat geen 3-hidroksigroep bevat nie (Harborne, 
(1963) 0 Dus kan op hierdie stadium al aanvaar word dat a1 die 
pigmente in Bar1inka druiwe uit 3-monoglukosiede bestaan. 
Direkte bewys vir hierdie stelling is egter ook voor hande • 
2.3.2 Oksidasie met waterstofperoksied. 
Hierdie prosedure, s oos beskryf deur Chandler & Harper 
(1961), splits slegs die suikerres teenwoordig in die 3-posisie 
af. Volgens Karrer & de Meuron (1932) verloop die reaksie 











Malvoon is al in kristallyne vorm verkry, maar die presiese 
struktuur van die verbinding is nog onseker. Dus is die struk-
tuur van die afbouproduk van die A-ring ook onbekend want dit 
kon nog nie geisoleer of gesintetiseer word nie~ 
Omdat die pigmente in Barlinka druiwe op hierdie behande-
ling almal glukose gelewer het, kan dus met groat sekerheid 
aanvaar word dat hulle almal uit 3-monoglukosiede bestaano 
Toe die eksperiment met 'n grater konsentrasie van pigment 
A (3 mgo) uitgevoer is (seksie 1.2o2.2), is 'n komponent met 
0 n heelwat hoer Rf-waarde as die van glukose in al drie oplos-
middelsisteme gevind. Hierdie produk het met die anilienwater-
stofoksalaat spreireagens net soos 'n suiker gereageer, maar 
die kol het ook by blootstelling aan ammoniakdampe onder ultra-
violetlig gefluoresseer. Volgens Harborne (1964) en Birkofer 
& Kaiser (1963) bestaan hierdie komponent uit glukose verester 
met E-kumaarsuur, wat beteken dat die suur in die antosianien 
met die glikosielres verester is. 
In die geval van pigment A was dit opvallend dat dit heel-
wat langer as die ander pigmente geneem het om in teenwoordig-
heid van waterstofperoksied te ontkleur. Dit is moeilik om te 
verklaar hoe die asielres hierdie stabiliteit aan die molekule 
kan verleen as dit aan die suikerres en nie aan die aglikoon 
self gekoppel is nie. Ook sou verwag word dat die esterband 
tussen die suiker en asielres tydens hidrolise met ammonium-
hidroksied gebreek sal word aangesien die vrystelling van glu-






hidrolise van 'n esterband veroorsaak word. Die esterband 
tussen die asielres en die antosianien was egter onder hierdie 
kondisies stabiel teenoor ammoniak aangesien die kleurstof nie 
na pigment C afgebreek het toe die ammoniak behandeling direk 
op p'igment A uitgevoer is nie. Dit skyn dus asof hierdie ester-
band stabiel teenoor verdunde ammoniumhidroksiedbehandeling is. 
2.3 Konfigurasie van die A- en B-ringe. 
2.4.1 Alkalismelt 
Hierdie metode is deur Willstatter & Mallison (1915) 
ontwikkel om die konfigurasie van die A- en B-ringe in flavon-
orede te bepaal. Al die metoksielgroepe, indien teenwoordig, 
word afgesplits tydens die proses waar die A- en B-ring van 
mekaar geskeur word. By die 5,7-dioksi-antosianiene sal die 
A-ring aanleiding gee tot floroglusinol as dit aan alkalismelt 
onderwerp word. Hierdie produk word chromatografies maklik 
uitgeken want dit gee 'n kenmerkende ro~pers kleur met 
gediasoteerde bensidien spreireagens. By blootstelling aan 
ammoniakdampe fluoresseer floroglusinol op papier met 'n blou-
violet kleur. 
Die B-ring sal aanleiding gee tot £-hidroksibensoesuur, 
protokatesjoesuur en gallussuur waar die pigmente aan die 
pelargonidien-, sianidien- en delfinidiengroep respektiewelik 
behoort. Met gediasoteerde bensidien spreireagens het gallus-
suur geel, protokatesjoesuur bruin-geel en £-hidroksibensoe-






]-hidroksibensoesuur is dat sy kleur met die spreireagens onge-
veer 5 minute geneem het om te ontwikkel, terwyl die ander sure 
onmiddellik 'n kleur getoon het. 
Al die pigmente wat uit Barlinka druiwe geisoleer is, het 
na alkalismelt floroglusinol gelewer wat beteken het dat almal 
5~7-dioksi-antosianiene is. Almal het aanleiding gegee tot 
gallussuur, behalwe pigment B wat protokatesjoesuur gelewer 
het en dus aan die sianidienreeks behoort. In hierdie reeks 
is slegs twee antosianiene, nl~ sianidien en peonidien bekend. 
Pigment B kan dus moontlik 'n glukosied van peonidien wees, 
veral aangesien sy aglikoon met peonidien ooreenstem (tabel 3) • 
In die delfinidienreeks, waaraan pigmente A, C, D en E 
volgens die resultate van alkalismelt behoort is drie antosia-
nidiene nl. delfinidien, petunidien en malvidien bekend. Dit 
is reeds getoon dat al die pigmente in Barlinka druiwe uit 
3-monoglukosiede bestaan en dat slegs pigment A geasileer is. 
Omdat pigmente C, D en E aan dieselfde reeks behoort, verskil 
hulle dus hoogs waarskynlik net in graad van metilering. In 
BAW het pigment C die hoogste en pigment E die laagste Rf_waarde, 
dus blyk dit dat pigment C die meeste en pigment E die minste 
metoksielgroepe bevat. Dit dui dus daarop dat pigment C van 
malvidien, pigment E van delfinidien en pigment D van petuni-
dien afgelei is. Dit is in ooreenstemming met die resultate 
wat by gekontroleerde suurhidrolise gevind is. Dit is reeds 
getoon (seksie 2.2.2) dat pigment A uit pigment C geasileer 





die alka1ismelt van komponent A wa·s dus hee1tema1 volgens ver-
wagting. 
2o4-.2 Oksidasie met waterstofperoksied. 
a 
Dit is bekend (Hyashi, 1962) dat 30% waterstofperoksied 
" . 
met antosianiene reageer wat geen visinale hidroksielgroepe 
bevat nie om die ooreenstemmende bensoesuur derivate uit die 
B-ring te lewer sonder om die metoksie1groepe af te splits. 
Die mikrometode van Chandler & Harper (1961) om die suikerres 
in die 3-posisie deur oksidasie met waterstofperoksied vas te 
stel, is in hierdie werk aangepas om die konfigurasie van die 
B-ring te bepaal • Sover uit die literatuur vasgestel kon word, 
is hierdie mikrometode nog nie deur ander werkers vir hierdie 
doe1 gebruik nie. Om goeie resultate te kry, was dit nodig 
om ten minste 3 mg. van die antosianien te oksideer. 
Vo1gens hierdie tegniek het pigmente A en C seringsuur en 
pigment B vanil1iensuur gelewero Dit dui dus baie sterk daarop 
dat pigments A en C derivate van ma1vidien en pigment B ~ deri-
vaat van peonidien is. Dit bevestig ook die resultate wat by 
a1ka11smelt (seksie 2.4.1) en by suurhidro1ise (seksie 2.2.1) 
gevind is. Vo1gens die resultate wat by a1kalismelt verkry is, 
was dit ook moontlik dat pigment B ~ sianidienderivaat kon wees. 
Hierdie antosianidien bevat egter visinale hidroksielgroepe en 
sal dus nie na oksidasie met waterstofperoksied bensoesuur deri-
va te lewer nie • 





benseesuurderivate gelevJer het nie, dui aan dat hulle heel waar-
skynlik visinale hidreksielgreepe in die B-ring bevat. Omdat 
beide pigmente aan die delfinidienreeks beheert en slegs in 
graad van metilering verskil (seksie 2.lt.l), kan een van hulle 
slegs een meteksielgreep in 6f die 3'- 6f die 5'- pesisie bevat, 
maar nie die lt~-pesisie nie, terwyl die ander geen meteksiel-
groepe kan bevat nie. Velgens hul Rr-\vaardes in BA'VJ is pig-
ment D 1.vaarskynlik die menemetiel~derivaat en pigment E die 
derivaat sender meteksielgreepe. Dit steun dus die gevelgtrek-
kings in seksie 2.lt.l en die resultate by suurhidrolise (seksie 
2o2ol) waar afgelei is dat pigment D n derivaat van petunidien 
en pigment En derivaat van delfinidien is. 
2.4.3 Oks~dasie met verd~de bytsed~=e~lossing. 
In die literatuur is slegs gevalle gevind waar hierdie tipe 
reaksie op makre- of semi-mikreskaal gedeen is. Akiyoshi, Webb 
& Kepner (1963) het bv. Lt-5 mg. kleurstef per behandeling gebruik. 
In die huidige enderseek is die metede egter gemodifiseer vir 
gebruik ep mikreskaal. 
Sees reeds bespreek (seksie 2.4.2) kon geen benseesuurreste 
as produkte van pereksied-eksidasie van pigmente D en E gefden-
tifiseer v.rord nie en die kenfigurasie van die B-ringe van hier-
die pigmente is dus velgens die bytseda-oksidasietegniek onder-
seek. Pigment B is as kentrele ep n seortgelyke wyse behandel. 
Pigment D het 3-meteksigallussuur, pigment E gallussuur en pig-





in seksies 2.2ol, 2o4ol en 2o4o2 waar afgelei is dat pigmente 
B, D en E waarskynlik derivate van peonidien, petunidien en 
delfinidien respektiewelik is. 
2.5 Bepaling van die ultravioletabsorpsiespektra. 
Alhoewel antosianiene 1n kenmerkende intense absorpsie in 
die gebied 500-550 ID)l toon, is die verskille in die spektra 
van die individuele pigmente relatief klein (Jurd, 1962). Bier-
die spektra is dus van minder belang by die identifikasie van 
individuele antosianiene, veral as hulle in~ minder suiwer vorm 
verkeer (l~ashi, 1962). Die intensiteit en posisie van die ,. 
maksima in die sigbare gebied verskuif aansienlik met veranda-
rings in pH (Sondheimer & Kertesz, 1948) en oplosmiddel (Brad-
field & Flood, 1952) • So byvoorbeeld neem die golflengtes van 
maksimum absorpsie agtereenvolgens af in etanol~ metanol en 
water, d.w.s. soos die polariteit van die oplosmiddel toeneem. 
Die kondisies waaronder die spektra bepaal Hard~ moet clus nou-
keurig gespesifiseer word. 
Uit die golflengte van maksimum absorpsie kan n aanduiding 
verkry word van die groep waaraan die pigment behoort. Volgens 
die waardes wat Harborne (1958b) gepubliseer bet~ le die gebied 
van maksimum absorpsie vir die pelargonidienreeks by ~98-520 m~, 
vir die sianidienreeks by 522-535 m )l en vir die delfinidienreeks 
by 533-5~4 m)l, soos bepaal in metanoliese 0.01.% soutsuur. 
In hierdie ondersoek is gebruik gemaak van metanoliese 







waar afgelei is dat pigmente D en E visinale hidroksielgroepe 
bevat o Dit feit dat die absorpsiemaksimum van pigment E n 
groter batochromiese verskuiwing as di~ van pigment D ondergaan 
het, bevestig ook die afleiding dat pigment D n derivaat van 
petunidien en pigment E n derivaat van delfinidien is, want del-
finidien besit drie visinale hidroksielgroepe teenoor die twee 
van petunidieno Die fait dat die spektra van pigmente A en C 
geen verandering by die byvoeging van aluminiumchloried onder-
gaan het nie, pas in by die afleidings in seksies 2a4ol en 2o4e2 
dat hulle waarskynlik uit derivate van malvidien bestaano Die 
spektra van die aglikone ondersteun hierdie gevolgtrekkings, 
want soortgelyke resultate as met die glikosiede is ook hier 
gevind o 
Dit is reeds tydens alkalismelt (seksie 2o4.1) getoon dat 
pigment B aan die sianidienreeks behoort en by oksidasie met 
peroksied en verdunde bytsoda (seksies 2o4ol en 2o4o3) is gevind 
dat pigment B waarskynlik van peonidien afgelei is. Omdat geen 
verandering in spektrum van pigment B na byvoeging van aluminium-
chloried plaasvind nie, pas dit in by hierdie feite, want deri-
vate van sianidien self sou wel n batochromiese verskuiwing 
getoon heto 
2o5o2 Afleidings vanaf die spektra aangaande.die aantal en posi-
sie van substitusie van die suikerres~e teenwoordig in 
die pigment. 
Volgens Harborne (1958b, 1963) kan op die volgende drie 






van die suikerreste in antosianiene vanaf hulle absorpsiespektra 
gemaak word: 
(i) Die algemene effek van glikosidasie op die sigbare 
spektrum van die antosianidien is om dit na korter golflengtes 
te verskuif. Die grootte van hierdie hipsochromiese verskuiwing 
hang af van watter en hoeveel hidroksielgroepe geglikosideer is. 
Die grootste verskuiwing vind plaas by die invoeging van n suiker-
res by die 3-posisie en die invoeging van n suikerres by die 5-
posisie gee n verskuiwing van slegs die helfte so groot. Slegs 
baie klein verskille kan waargeneem word tussen die posisie van 
die maksima van pigmente met suikerreste in beide die 3- en 5-
posisies en die maksima van antosianiene wat n suikerres net in 
die 3-posisie bevato Volgens Harborne (1958b) toon die spektra 
van antosianiene met n vry 5-hidroksielgroep ~ duidelike skouer 
in die gebied 410-450 m )l, net voor die hoof'piek .. 
Die spektra van die pigmente A, B, c, D en E het geeneen 
hierdie skouer baie duidelik getoon onder die kondisies wat in 
die huidige ondersoek gebruik is nie (figo I en II), maar al die 
vroeere resultate (seksies 2.2ol en 2o3o2) dui tog duidelik 
daarop dat die pigmente uit slegs 3-monoglukosiede bestaan, 
duWoS. hulle het almal die 5-hidroksielgroep vry, Die spektr~ 
van dj.e aglikone van die pigmente toon aan die ander kant bier-
die skouer wel duidelik (malvidin en die aglikoon uit pigment B, 
figo I en II)o Die gevolgtrekking wat gemaak kan word, is dat 
glikosidasie in beida die 5- en die 3-posisie neig om hierdie 
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(ii) Die beste manier om die verskille tussen die spektra 
van antosianiene met n vry 5-hidroksielgroep en di~ met ~ gesub-
stitueerde 5-hidroksielgroep uit te druk, is volgens Harborne 
(1958b) om die verhouding van die optiese digtheid by ~ arbitrer 
gekose go1flengte (d. i. Lt4o mp) tot die optiese digtheid by die 
hoijr go1flengte van maksimum absorpsie as n persentasie uit te 
druk. Die persentasie intensiteit by l.tl.to m)l van die antosia-
niene wat nie ~ vry 5-hidroksielgroep bevat nie, is ongeveer die 
he1fte van die ooreenstemmende waardes vir antosianiene waar die 
5-hidroksielgroep vry is. Harborne (1958b) vind die volgende 
gemidde1de persentasie vir hierdie verhoudings by derivate met 
die 5-hidroksie1groep gesubstitueer: pelargonidienderivate 20%, 
sianidienderivate 12% en delfinidienderivate lO%o Vir pigmente 
met ~ vry 5-hidroksielgroep is hierdie persentasies respektiewe-
1ik 39%, 23% en 18%o Dit is gevind (tabe1 5) dat hierdie waarde 
vir pigmente A, c, D en E wat aan die delfinidienreeks behoort, 
tussen 19 en 21% gelee is. Vir pigment B, n peonidienderivaat, 
is hierdie waarde 2l.t%. Dit is dus in goeie ooreenstemming met 
Harborne (1958b) se resultate vir die ooreenstemmende 3-gliko-
siede met vry 5-hidroksielgroepe. 
(iii) Harborne ( 1963) het verder gevind da t die laer golf-
lengte absorpsiemaksimum (265-280 m)l, Band I) van 3 ,5-digliko-
siede konstant minder intens is as di~ van die ooreenstemmende 
3-mono- en -di-glikosiede. Hierdie werker het die optiese 
g 
di~heid van die laer golflengte absorpsiemaksimum (Band I) uit-






golflengte absorpsiemaksimum (Band II) en beweer dat die gemid-
delde persentasie vir 3,5-diglikosiede by 42% (! 7) en vir 3-
di- en -mono-glikosiede by 63% (:!: 6) gelee is. 
Hierdie bewering het deurgaans gegeld vir pigment B (tabe1 
5) en tot n mindere mate vir pigments D en E, waar die persenta-
~~e te hoog gevind is. Vo1gens Harborne (1964) se gegewens sou 
TABEL 5o 
Persentasie verhoudings van optiese. digtheid by die 
1aer 'Amaks o (Band I): optiese digtheid by die 
boer "maks e (Band II) en optiese digtheid by 440 
m )l: hoar ?\maks. (Band II) o 
Pigment E ~maks. (Band I) E~~o m Jl % E "-maks. (Band II) % 'A maks • ~Band II' 
A 87 20 
"' 
B 60 24 (26) 
c 49 19 ( 18) 
D 77 21 (18) 
E 70 20 ( 18) 
"' Die syfers tussen hakies is die waardes vir ooreen-
stemmende antosianiene, soos deur Harborne ( 1958b) 
aangegee. 
pigment C egter dan n 3,5-dig11kosied wees en dit is hee1tema1 
strydig met die resu1tate van suurhidro1ise, oksidasie met 
waterstofperoksied (seksies 2o2~1 en 2o2o3) en met die chroma-
tografiese gedrag van die pigment • Harborne (1964) toon 
syfers vir verskeie 3-diglikosiede wat by ondersoek het maar gee 
s1egs die waardes van drie 3-monoglikosiede aan, nl. die van die 
3-monorhamnosiede van peonidien, petunidien en malvidien wat hy 







twee syfers is reeds 3% onderkant die minimum grens wat die 
skrywer self vir 3-glikosiede aantoon. Dit wil dus voorkom 
asof hierdie verhouding nie baie betroubaar is nie. 
2o5•3 Afleiding vanaf die spektrum van pigment A van die molare 
verhouding van antosianien: asielres. 
Harborne (l958b, 1964) beweer dat pigmente wat met ,E-kumaar-
suur geasi+leer is, maklik uitgeken kan word aan hulle ~bsorpsie­
spektra weens die feit dat hulle twee absorpsiemaksima in die 
ultravioletgebied by ongeveer 290 m)l en 310 m }1 toon. Dit is 
te wyte aan die super-ponering van die absorpsie van ~-kumaar-
suur self (Amaks.: 3llm)l) opdi~ van die pigment. By pig-
ment A is egter net eJ:m piek ( 'Amaks.: 283llljll) in hierdie gebied 
gevind, alhoewel die pigment nog sterk by 310 m )J. absorbeer waar 
die ander ongeasi~leerde pigmente relatief swak absorpsie toon 
(fig. I). Ook Malan (1963) het slags een absorpsiemaksimum in 
hierdie gebied gevind toe hy n pigment ondersoek het wat bestaan 
uit malvidien-3-monoglikosied geasi,leer met een molekule ~­
kumaarsuur. 
Harborne (1958b) het tot die gevolgtrekking gekom dat die 
verhouding van die optiese digtheid by 310 m)l tot die optiese 
digtheid by die ho~r golflengte absorpsiemaksimum, uitgedruk as 
n persentasie, as n maatstaf kan dien vir die molare verhouding 
antosianien: ~-kumaarsuur in die geasi~leerde pigment. Waar 
laasgenoemde verhouding 1:1 is, was eersgenoemde waarde 60-70%; 





1:2, 91-107%. Die optiese digtheid by 310 m ).l in die spektrum 
van pigment A is uitgewerk as ~ persentasie van die optiese 
digtheid by 536 m)l (hoer golflengte absorpsiemaksimum) en dit 
is gevind om 69% te wees, wat dus dui op ~ lgl molare verhou-
ding van antosianien: ~-kumaarsuur in hierdie pigment. 
2~5.4 Bepaling van die molare verhouding antosianien: asielres 
in pigment A. 
~ Direkte bepaling.van hierdie verhouding kon gedoen word 
deur gebruik te maak van die molare ekstinksiekoeffisiente soos 
aangetoon in tabel 6. Hierdie molare ekstinksiekoeffisiente 
is eksperimenteel bepaal aangesien dit nie in die literatuur te 
Logaritme van die molare ekstinksie-
koeffisiente (t) van pigmente A en C, 
malvidien en ~-kUmaarsuur by absorpsie-
maksima in metanoliese Ool% soutsuur. 
A maks. (m,..u) logE 
A 536 4o48 
c 538 4.47 
Malvidien 547 4.50 
12.-kumaarsuur 311 4.32 
vinde was nie. Malvidien se molare ekstinksiekoeffisient is 
wel reeds deur Ribereau-Gayon (1959) in ~ tesis gepubliseer 
(Chandler & Harper, 1962), maar hierdie werk was onverkrygbaar. 






gebruik gemaak by die vasstelling van die molare verhouding 
aglikoon: suiker in antosianiene, maar die waardes is nie 
gepubliseer nie. 
Die absorpsiespektrum van die bytsoda-hidrolisaat van pig-
ment A is bepaal (seksie 1.2.4.6) en die konsentrasie is bare-
ken as malvidien-3-monoglukosied deur gebruik te maak van die 
ekstinksie by 538 m )l (log E, 4.47). Hiervan kon bereken word 
wat die absorpsie by 311 m )l sou wees indien pigment C alleen 
teenwoordig was. Die verskil tussen hierdie waarde en die 
eksperimentele waarde is dus toe te skryf aan die vry E-kumaar-
suur in die hidrolisaat. Aangesien die molare ekstinksiekoef-
fisient van £-kumaarsuur bekend was (Tabel 6), kon die konsen-
trasie'daarvan in die hidrolisaat bereken word. Hieruit is 
die molare verhouding van pigment C: £-kumaarsuur bereken en 
dit het op 1:1.17 te staan gekom. Die korrelasie is uitste-
kend want dit kan verwag word dat n klein verlies van die kleur-
stof onder die alkaliese hidrolitiese kondisies sou plaasvind. 
Die resultaat bevestig die afleiding in seksie 2.5.3 waar 
volgens die metode van Harborne (1958b) bereken is dat pigment 
A geasileer is met net een molekule £-kumaarsuur. 
Die verhouding kon op n ander wyse bevestig word. Byt-
soda-hidrolise is weer op pigment A gedoen, maar die asielres 
is kwantitatief met eter geekstraheer. Die spektrum was iden-
ties met die van E-kumaarsuur (fig. I), wat nog n bewys is vir 
d~~· identiteit van die asielres. Die konsentrasie p-kumaar-







by 311 ID)l (log f, 432). Op soortgelyke wyse is die hoeveel-
heid antosianien in die hidrolisaat bepaal en die molare ver-
houding antosianien: E,-kumaarsuur bereken. 
gekom op 1:1.11. 
Dit het te staan 
Dit is dus duidelik dat pigment A bestaan uit een mole-
kula pigment C (malvidien-3-monoglukosied) geasileer met een 
molekule E,-kumaarsuur. 
2.5.5 Bepaling van die molare verhouding aglikoon: glukos~ 
in pig_I,gent C. 
n Bekende gewig van.pigment Cis aan suurhidrolise onder-
warp en die absorpsiespektrum van n standaard verdunning van 
die hidrolisaat is bepaal. Deur van die molare ekstinksie-
koeffisient van malvidien by 547 m)l gebruik te maak, kon die 
hoeveelheid malvidien vrygestel in die hidrolisaat bereken word. 
Hieruit kon die gewig malvidien ekwivalent aan die oorspronklike 
gewig antosianien bereken word en dus ook die suiker: aglikoon 
verhouding in die antosianien. Hierdie verhouding is gevind om 
1.18:1 te wees en dien as n direkte bewys dat pigment C n mono-
glikosied is. 
Die effens hoe suiker: aglikoon verhouding is te verwagte. 
Dit kan toegeskryf word aan n gedeeltelike ontbinding van die 
aglikoon onder die eksperimentele kondisies aangesien dit goed 
beki;;nd is dat antosianidiene ne·ig om onstabiel te wees as dit 
aan hitte en lig blootgestel word. Daar is dus gepoog om die 
kookproses tydens hidrolise so kort as moontlik te maak deur n 
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ho~r suurkonsentrasie te gebruik en die hidrolisaat so min as 
moontlik aan direkte lig bloot te stel. Nogtans is daar binne 
n uur nadat die spektrum op die hidrolisaat bepaal is, reeds 
al n klein afname in die konsentrasie van malvidien waargeneem. 
2.6 Bepaling van die infrarooiabsorpsie~ektr~. 
Omdat antosianiene onoplosbaar is in nie-polere oplosmid-
dels soos koolstofbisulfied en koolstoftetrachloried wat gewoon-
lik gebruik word by die bepaling van infrarooispektra, is gebruik 
gemaak van die kaliumbromiedskyfie tegniek. Die metode waar n 
emulsie van die verbinding met nujol gemaak word en die spektrum 
bepaal word deur die emulsie tussen twee natriumchloriedskyfies 
te plaas, is ook uitgetoets. Omdat daar egter n relatief groot 
hoeveelheid (5 mg.) antosianien vir hierdie tegniek nodig was en 
die nujol ook absorpsie pieke gee in die gebied waar die anto-
sianiene absorbeer, is hierdie tegniek nie verder gebruik nie. 
Die konsentrasie van die pigmente in die kaliumbromiedskyfies 
was sodanig dat dit soms nodig was om die spektrofotometer se 
sensitiwiteit te verminder in die omgewing van 1200-1000 cm-1 
(9-lO)l), vandaar die gebroke lyn in die spektra van pigmente 
A, B, C enD (fig. III, IV en V). Geen duidelike pieke, maar 
slegs n algemene hoe absorpsie, kon in die gebied 4,000-2,000 
cm-1 (2.5-5.0p) verkry word, dus is die spektra slegs in die 
gebied 2,000-700 cm-l (5-14 ~) bepaal. 
Die enigste gepubliseerde gegewens oor die infrarooispek-
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wat die spektra oor die gebied 1800-700 cm-l (5.5-14)1) van die 
ses bekendste antosianidiene, nl. pelargonidien, sianidien, 
delfinidien, peonidien, petunidien en malvidien gepubliseer 
het. Volgens hierdie werkers toon al ses antosianidiene n 
kenmerkende absorpsiepiek by 1637 ! 2 cm-l wat te wyte is aan 
die oksoniumsuurstof wat met n aromatiese ring gekonjugeer is. 
In die omgewing van 1590 cm-l is n piek gevind wat te wyte is 
aan aromatiese C-C rekking. By peonidien, petunidien en mal-
vidien is kenmerkende klein piekies by 1462 ! 2 cm-1 en 1428 
+ 3 -l . d t d.' t k f h t d. t 
- em gev~n wa ~e navorsers oeges ry e aan ~e een-
woordigheid van metoksielgroepe. Verder het al die aglikone 
sterk absorpsie in die gebied 1170-1350 cm-l getoon waar feno-
liese hidroksielgroepe en metielgroepe absorbeer. 
Dit is moeilik om die spektra van die pigmente A, B, C, 
D en E (fig. III, IV en V) met hierdie gepubliseerde spektra 
van die aglikone te vergelyk, want soos Ribereau-Gayon & Josien 
(1960) gevind het, word die pieke afgeplat, veral in die gebied 
1350-1500 cm-1 , indien n glikosielres teenwoordig is. Die 
spektrum van malvidien (fig. IV) het egter n baie goeie ooreen-
koms getoon met die wat Ribereau-Gayon & Josien (1960) vir hier-
die antosianidien gepubliseer het. In die huidige studie was 
die resolusie van die spektrum ook heelwat beter. 
Die kenmerkende piek te wyte aan die oksoniumioon is deur 
al die glikosiede A, B, C, D en E duidelik in die omgewing van 




toon ook 'n piek in hierdie posisie, te wyte aan n C=C sisteem 
gekonjugeer met n aromatie~e ri~g (Bellamy, 1958). Hierdie 
spektrum het ook n groot afgeplatte piek by 1675-1695 cm-l 
getoon te wyte aan die C=O groep in n cJ.. ,13 -onversadigde aro-
matiese suur (Bellamy 1958). n Soortgelyke piek is ook teen-
woordig in die spektrum van pigment A (fig. III), te wyte aan 
die C=O groep in die esterband tussen p-kumaarsuur en malvidien-
3-monoglukosied. Verdere pieke wat deur die spektra van pig-
ment A en E-kumaarsuur getoon word en nie deur die ander nie, 
is gevind by 1115 en 830 cm-1 • Beide hierdie pieke is te wyte 
aan CH-absorpsie in aromatiese verbindings en hulle posisies is 
kenmerkend vir p-gesubstitueerde aromatiese verbindings (Bellamy, 
1958). 
Die klein piek in die omgewing van 1460 cm-l wat deur 
Ribereau-Gayon & Josien (1960) aan die teenwoordigheid van 
metoksielgroepe toegeskryf word, is egter in die spektra van 
al die pigmente van Barlinka gevind, ook by pigment E wat geen 
metoksielgroepe bevat nie. Dit skyn dus asof hierdie piek 
eerder te wyte kan wees aan aromatiese C-C rekking (Bellamy, 
1958) want selfs die spektrum van ~-kmuaarsuur toon hierdie 
piek. Die ander klein piek by 1430 cm-l wat aan metoksielgroepe 
toegeskryf word, kon slegs in die spektra van pigment B en mal-
vidien aangetoon word. 
Alhoewel Ribereau-Gayon & Josien (1960) beweer dat die 
infrarooispektra van die aglikone n definitiewe metode van 







van die g1ikosiede net as n identifikasie hulpmidde1 kan dien. 
By geasi1eerde verbindings, soos A, b1yk dit egter van spesia1e 
belang te wees, want bier word duide1ike pieke in die spektrum 
gevind wat nie by die spektra van ongeasi1eerde antosianiene 
voorkom nie. 
2o 7 Algemene opmerkings ten opsigte van die voorkoms van pig-




H,H,H 0 .. 0'0-CH=CH lj ~ OH ( / ----
\ 
Ma1vidien-3-monog1ukosied geasi1eer met een mo1ekule 
I?,-kumaarsuur 
Hierdie tipe geasi1eerde antosianiene kom dikwe1s in 
druiwe voor. Ingalsbe, Neubert & Carter (1963) het byvoor-
beeld gevind dat die hoofpigment in Concord druiwe bestaan uit 
de1finidien- en sianidien-3-monog1ukosied geasi1eer met I?.-
kumaarsuur. In blomme, bv. petunias (Birkofer, Kaiser, Koch, 
Donike & Wolf, 1963) kom die tipe pigment baie a1gemeen voor • 
A1hoewe1 verskeie derivate van ma1vidien geasi1eer met I?,-kumaar-




-3-diglukosied (Ensatien) in die Iris (Willst~tter & Weil, 1916) 
en geasileerde malvidien-3-isorhodeosoglukosied (Negretein) in 
a SolanB! (Htashi, 1962), is die voorkoms van malvidien-3-mono-
glukosied geasileer met een molekule p-kumaarsuur minder bekend. 
Malan (1963), Drawert (1961) en Colagrande & Grandi (1960) maak 
wel melding van die teenwoordigheid van hierdie pigment in V. 
vinifera, maar geen geval kon in die literatuur gevind word waar 
die pigment in kristallyne vor.m ge!soleer is nie. Dit blyk 
dus dat hierdie antosianien tydens die huidige ondersoek vir 
die eerste keer in chromatografies rein kristallyne vorm uit 




Derivate van peonidien kom algemeen en in groot hoeveel-
hede in verskillende druifsoorte voor. Drawert (1961) het 





totale antosianieninhoud in Muscat de Hamburg (V. vinifera) 
uitmaak • In al agt cultivars van ~vinifera wat die skrywer 
ondersoek het, was die konsentrasie van die pigment hoE!r as lO';G 
van die totale antosianieninhoud. Derivate van peonidien kom 
ook in ander vrugte voor, bv. peonidien-3-monoglukosied ("oxy-
a 
coccisianientt) in Oxycoccus macrocar;e~ (H7ashi, 1962). Die-
selfde antosianien kom ook in blomme, bv. in petunias (Birkofer, 
Kaiser, Koch & Lange, 1963) voor. 
Omdat peonidien ~ gemetileerde derivaat van sianidien is, 
kan 'Verwag word dat waar eersgenoemde ;te~nwoordig is, laasge-
noemde ook gevind sal word~ veral as die biosintese skema (fig. 
VI) van Harborne (1962) in gedagte gehou word. 
die skema word peonidien uit sianidien gevorm. 
Volgens hier-
Figmente afge-
lei van sianidien kom egter selde in V. vinifera voor, alhoewel 
Drawert (1961) die voorkoms van die 3-monoglukosied daarvan in 
V. vinifera beskryf het. Robinson & Robinson (1932) het ook 
die voorkoms van hierdie pigment in Suid-Afrikaanse rooi Hane-
pootdruiwe (V. vinifera) beskryf. Ribereau-Gayon & Ribereau-
Gayon (1958) beweer egter dat waar sianidien in die suurhidro-
lisaat van die pigmente van n y~nifera cultivar gevind word, 
die waarskynlikheid baie groot is dat dit n neweproduk is as 
gevolg van die werking van die soutsuur op n leuko-derivaat wat 
teenwoordig is. Die afwesigheid van n sianidien-glukosied by 
Barlinka is dus in ooreenstemming met die algemene pigmentasie 
in Europese druiwe. 
Indie~ die biosintese skema van Harborne (1962) dus korrek 
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~ Si.ani.di.en~Peo~idien~3-G1 ens. 
/ . ~ 
3' , 4 \OH~3-0H ~ . Rosinidien l Luteol1en Kwersetien 
Stap of stappe 
1 Delfinidien~Petunidien 
3', 4', s•-tri.OH~ 3-0H/ Malvrdien 
na gewone pigment ~ Mi.risetien Hirs*tidien 
--+-~>~ Geen-mutasie is bekend om hi.erdie 
stap in die sintese te blokkeer 
-- -~ Stap of stappe na •n ongewone pigment 
Gi, G2 , G3 = mono-, di- en triglikosiede 
As = asilering 






is, beteken dit dat peonidien onmiddellik uit sianidien gevorm 
word sodra laasgenoemde ontstaan. 
Pigment Co 
HO 
Mal_yidien-3-monogl uk:o sied. 
Pigmente afgelei vanmalvidien kom baie algemeen en in 
die meeste druifsoorte voor. Die eerste antosianien wat in 
·, 
kristal]yne vorm uit ~ruiwe berei is, _was dan ook malvidien-
3-monoglukosied (WillstMtter &_Zollinger, 1915). In.Europese 
druifsoorte beslaan malvidien-3-monogluk:osied gewoonlik 30-4~ 
van die totale hoeveelheid antosianiene wat teenwpordig is 
(Drawert, 1961) en dit is verreweg ook die hoofpigment in Bar-
linka drui we • 
Pigment D. 
Veral in Vo vinitera kom petunidienderivate in klein hoe-
veelhede en minder algemeen vo~ (Drawert 1961). In blomm.e, 















Delfinidien-glikosiede kom meer algemeen as die van petu-
nidien in druiwe voor (Drawert, 196l)o In blomsoorte, bvo del-
a .... 




dit een van die algemeenste pigmente. 
Volgens die biosint.ese skema van Harborne (1962) behoort 
malvidien uit petunidien en petunidien uit delfinidien gevorm 
te word. As die skema korrek is, geskied die metileringspro-
ses ook in die geval van B~rlinka baie vinnig. Die gesament-
like voorkoms van pigmente A, 0, D en E is dus heeltemal vol-
gens verwagting. Die voorkoms van pigment B, 'n peonidien-
glukosied, pas nie mooi by die patroon in nie. Moontlik le 
die ewewig by die vorming van peonidien uit sianidien so ver 
aan die kant van peonidien dat die voorkoms van sianidien in 
die druiwe nie met papierchromatografie vasgestel kan word nie. 
Die indentifikasie van pigment A as malvidien-3-monoglu-
kosied geasileer met een molekule p-kumaarsuur en pigmente B, 
0, D en E as die 3-monoglukosiede van peonidien, malvidien, 
petunidien en delfinidien respektiewelik, pas mooi in by hulle 
chromatografiese gedrag in BAW. Omdat pigmente 0, D en E 
slegs in graad van metilering verskil en in alle ander opsigte 
identies is, kan verwag word dat hulle Rr-waardes in BAW min 
van mekaar sal verskil. Pigment 0 bevat twee, pigment D een 
en pigment E geen metoksielgroepe. Pigment 0 sal dus n effens 
hoer Rf-waarde as pigment D he, terwyl die Rf-waarde van laas-
genoemde weer effens hoer as die van pigment E sal wees (seksie 
2.l)o In die praktyk is dit ook so gevind (tabel 2). Volgens 
Harborne (1958a) het dieselfde glikosiede van sianidien en mal-
vidien ongeveer dieselfde Rf-waardes. Dit betaken dat peoni-







'n effens ho~r Rf-waarde as die ooreenstemmende sianidien- en 
malvidien-glikosiede sal he. Pigment B se Rf-waarde was dan 
ook effens hoer as die van pigment C (tabel 2). Die buiten-
gewoon hoe Rf-waarde van pigment A in BAW word verklaar deur-
dat dit in geasileerde verbinding is. 
Omdat di t gevind is dat al die pigmente in Barlinka.·-druiwe 
uit 3-monoglukosiede bestaan, ondersteun dit die gedagte baie 
sterk dat Barlinka n cultivar van V. vinifera is, want soos 
reeds genoem, is die voorkoms van slegs 3-monogl~osiede n ken-
mark van die Europese druifsoorte • 
(i) Vyf antosianienpigmente A, B, C, D en E in volgorde van 
afnemende Rf-waarde in BAW, is uit die doppe van Barlinka druiwe 
ge!soleer en gekristalliseer. 
(ii) Die agli.kone van die pigmente is geidentifiseer deur suur;_ 
hidrolise en chromatografiese vergelyking van die hidrolise pro-
dukte met standaard merkers in verskeie oplosmiddelsisteme. 
(iii) Die aantal, identiteit en posisie van substitusie van die 
suikerreste in elke pigment is met behulp van gekontroleerde 
suurhidrolise en oksidasie met waterstofperoksied vasgestel. 
(iv) Die konfigurasie van die aglikoon·in elke pigment is vas-
gestel met behulp van alkalismelte, oksidasie met waterstof-
peroksied en oksidasie met verdunde bytsoda-oplossing. Laasge-






(v) Deur die ultravioletabsorpsiespektra van hierdie pigmente 
te bestudeer, is die identiteit van die pigmente verder beves-
tig. Die molare ekstinksiekoeffisiente vir pigrnente A en C, 
vir malvidien en vir E-kumaarsuur is bepaal sodat die molare 
verhouding aglikoon: glu..'l{ose in pigment C bepaal kon word. So 
kon ook die molare verhouding antosianien: £-kumaarsuur in 
pigment A op twee verskillende maniere vasgestel word. 
(vi) Die infrarooiabsorpsiespektra van die vyf pigmente en van 
malvidien is bepaal • 
(vii) Peonidien, 3- met=oksigallussuur en £-kumaarsuur is vol-
gens modifikasies van bestaande tegnieke sinteties berei om as 
vergelykings-substanse te dien. 
(viii) Die finale identiteit van die pigmente is soos volg: 
Pigment A: malvidien-3-monoglukosied geasileer met een 
molekule £-kumaarsuur. Hierdie pigment is sover vasgestel kon 
word vir die eerste keer in rein kristallyne vorm uit 'n natuur-
like bron ge!soleer. 
Pigment B: peonidien-3-monoglukosied. 
Pigment C: malvidien-3-monoglukosied. 
Pigment D: petunidien-3-monoglukosied. 
Pigment E: delfinidien-3-monoglukosied. 
(ix) Pigment C kom in die grootste konsentrasie as hoofpigment 






voorkom. Pigmente D en E kom slegs in spoorhoeveelhede voor. 
(x) Omdat al die pigmente uit 3-monoglukosiede bestaan kan 
Barlinka met n groot mate van sekerheid as n cultivar van 
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